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RINGKASAN 
Pemanfaatan buah pisang yang besar untuk berbagai 
jenis produk, berdampak pada limbah yang dihasilkan. Salah 
satunya adalah produk kripik pisang raja yang diproduksi oleh 
UKM Fronizka Indomedia Sukses yang terdapat di Kabupaten 
Malang. Kulit pisang biasanya hanya digunakan sebagai 
pakan ternak. Padahal, kulit pisang raja mengandung 59% 
karbohidrat, 0,9% protein, 1,7% lemak dan gula tertinggi 
dibandingkan kulit pisang lainnya yaitu sebesar 31,6%. Nutrisi 
tinggi yang dimiliki kulit pisang raja berpotensi sebagai 
substrat untuk produksi asam sitrat dengan proses fermentasi 
menggunakan Aspergillus niger. Faktor penting dalam 
fermentasi asam sitrat adalah komposisi nutrisi dari media 
yang digunakan harus menyediakan sumber karbon, nitrogen 
dan fosfat. Penambahan KH2PO4 diharapkan mampu sebagai 
sumber fosfat guna menghasilkan kadar asam sitrat yang 
tinggi. Kebutuhan fosfat terbatas, karena jika berlebih akan 
terjadi aktivitas metabolisme lain. Terbatasnya kebutuhan 
tersebut, diperlukan penambahan yang sesuai sehingga 
diperoleh hasil yang maksimal. Hampir 70% dari total produksi 
asam sitrat digunakan dalam industri makanan, 12% untuk 
industri farmasi dan 18% untuk industri lainnya. Pada 
makanan dan minuman pemberian asam sitrat bertujuan 
untuk mengatur pH dan pengawet.  
Rancangan percobaan yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah rancangan acak lengkap non faktorial 
dengan level konsentrasi penambahan KH2PO4 (0%, 0,5%, 
1%, 1,5%, dan 2%). Fermentasi dilakukan selama 7 hari. 
Setiap perlakuan diulang sebanyak 5 kali. Analisa pengujian 
asam sitrat dilakukan dengan pH, kadar asam sitrat, gula 
reduksi dan FTIR spektrofotometer. Data hasil penelitian 
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dianalisa menggunakan ANOVA dilanjutkan dengan Uji BNT 
(α = 0,05). 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa limbah kulit 
pisang raja dapat digunakan sebagai substrat untuk produksi 
asam sitrat dengan proses fermentasi. Penambahan 
konsentrasi KH2PO41,5% menghasilkan kadar asam sitrat 
tertinggi yaitu sebesar 38,4%, pH 2,96 dan total gula reduksi 
terendah 36,47 mg/g. Analisis FTIR spektrofotometer 
diindikasi mengandung asam sitrat. Hal ini didukung dengan 
adanya gugus fungsional OH pada panjang gelombang 
3422,25 cm-1. Diperkuat dengan gugus C=O pada panjang 
gelombang 1701,86 cm-1 yang merupakan karbonil dan 4 
gugus C-O. 
 





ANGGRAENI DWI KHUSUMAWATI. 135100301111097. Solid 
State Fermentation of Citric Acid Production from Raja Banana 
Peels using Aspergillus niger (Effect of KH2PO4 as Phosphate 
Sources). Minor Thesis. Supervisior: Dr. Ir. Nur Hidayat, MP and 
Claudia Gadizza P, STP, M.Si. 
 
SUMMARY 
Banana utilization in various product, make an 
increasing impact to banana waste. One of the product is Raja 
banana chips produced by  UKM Fronizka Indomedia Sukses, 
that located on Malang. Banana peels are usually used only 
as animal feed. Raja banana peels contains 59% 
carbohydrates, 0.9% protein, 1.7% fat and 31.6% sugar as the 
highest amount sugar compared to other types of banana. 
High nutrients of Raja banana peels have a potential as a 
substrate for citric acid production by Aspergillus niger 
fermentation. The important factor in citric acid fermentation is 
the nutrients compositions of the medium must provide 
carbon, nitrogen and phosphate sources. The addition of 
KH2PO4 expected to be a sources of phosphate to produce 
high percentage citric acid. The need of phosphate is limited, 
because excess production can lead to other unexpected 
metabolism behaviour. The limitation of these needs, requires 
the right amount of addition in order to produce maximum 
results. Almost 70% of total citric acid production is used in the 
food industry, 12% for the pharmaceutical industry and 18% 
for other industries. In foods and beverages the addition of 
citric acid aims to regulate the pH level and to preserve. 
The experimental design used in this research was 
non-factorial randomized design with concentration levels of 
addition of KH2PO4 (0%; 0.5%, 1%; 1.5%; and 2%). 
Fermentation process held for 7 days. Each treatment was 
repeated 5 times. Analysis of citric acid testing was done with 
pH, citric acid level, sugar reduction and FTIR 
spectrophotometer. The generated data were analysed using 
ANOVA followed by BNT Test (α = 0.05). 
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The result shows that Raja banana peels can be used 
as a substrate to produce citric acid with fermentation process. 
The addition of 15% KH2PO4 produces highest amount of citric 
acid that is 38.4%, pH level of 2.96 and total of lowest sugar 
reduction of 36.47 mg/g. FTIR spectrophotometer analysis is 
indicated to contain citric acid. This result supported by the 
existance of OH functional compound in wavelength of 
3422.25 cm-1. It also strengthened by C=O compound in 
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1.1 Latar Belakang 
Asam sitrat (2-hydroxypropane-1,2,3-trikarboksilat, 
C6H8O7) adalah asam organik alami. Pada makanan dan 
minuman pemberian asam sitrat bertujuan untuk mengatur pH 
dan pengawet (Jinglan et al., 2009). Hampir 70% dari total 
produksi asam sitrat digunakan dalam industri makanan, 12% 
untuk industri farmasi dan 18% untuk industri lainnya (Liu et 
al., 2015). Senyawa ini dapat diproduksi dengan 
memanfaatkan aktivitas mikroorganisme melalui proses 
fermentasi (Carolina dkk, 2015). Permintaan asam sitrat di 
Indonesia terus meningkat dari tahun ke tahun. Pada tahun 
2010, tingkat konsumsi asam sitrat oleh industri mencapai 
23.993,59 ton dengan tingkat produksi 18.450,120 ton (BPS, 
2010). Pemanfaatan yang cukup besar tersebut mendorong 
peneliti untuk memperoleh asam sitrat dengan kualitas yang 
baik. Penambahan nutrisi dibutuhkan untuk meningkatkan 
produksi asam sitrat pada proses fermentasi.  
Pemilihan bahan baku yang murah diperlukan untuk 
mengurangi biaya produksi, salah satunya dengan 
pemanfaatan produk limbah pertanian (Kareem and Rahman, 
2013). Salah satu UKM yang memanfaatkan pisang Raja 
sebagai bahan baku utama adalah UKM Fronizka Indomedia 
Sukses dengan produk utamanya kripik pisang yang berlokasi 
di Kepanjen, Kabupaten Malang. Limbah pisang saat ini 
menjadi masalah yang vital, khususnya di daerah tropis 
(Kareem and Rahman, 2013). Pemanfaatan limbah pertanian 
dipilih untuk mengatasi permasalahan dalam pengelolaan 
limbah yang dihadapi oleh industri berbasis agro, khususnya 
di negara berkembang. Pisang (Musa paradisiaca L.) adalah 
salah satu buah yang paling banyak ditanam di negara tropis, 
dibudidayakan lebih dari 130 negara (Mohapatra et al., 2010). 
Produksi pisang di dunia diperkirakan mencapai 48.900.000 
ton, Indonesia menduduki peringkat ketiga. Kulit pisang 
adalah limbah organik yang kaya akan karbohidrat dan nutrisi 
lainnya, pemanfaatan kulit pisang biasanya hanya digunakan 
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sebagai pakan ternak (Alagarsamy and Nallusamy, 2010). 
Penggunaan kulit pisang pada penelitian ini selain untuk 
mengurangi permasalahan lingkungan,  juga untuk 
meningkatkan nilai ekonomi.  
Kulit pisang kaya akan nutrisi yang mengandung 
60,2% karbohidrat, 8,1% protein, 12,1% lemak dan 8,2 serat 
(Alagarsamy and Nallusamy, 2010). Kosentrasi mikronutrien 
(Fe dan Mn) ditemukan dalam jumlah yang tinggi dalam kulit 
pisang yaitu masing-masing 0,61± 0,22 mg/g dan 76,20± 0,00 
mg/g (Anhwange, 2008). Kandungan nutrisi tinggi yang dimiliki 
kulit pisang berpotensi sebagai bahan baku proses 
pembuatan asam sitrat menggunakan Aspergillus niger. Salah 
satu faktor penting dalam fermentasi asam sitrat adalah 
komposisi nutrisi dari media yang digunakan harus 
menyediakan senyawa sumber karbon, nitrogen dan fosfat 
bagi mikroorganisme (Ali et al., 2002). Pada kulit pisang tidak 
terdapat kandungan fosfat yang dibutuhkan dalam membantu 
pertumbuhan Aspergillus niger pada proses fermentasi asam 
sitrat (Mohapatra et al., 2010). Kisaran jumlah sumber fosfat 
yang dibutuhkan dalam menghasilkan asam sitrat yang 
optimal adalah 0,1-0,2% (Abbas et al., 2016). Menurut Iqbal 
(2008), dalam penelitiannya sumber fosfat yang digunakan 
yaitu KH2PO4 sebanyak 2%. Penambahan fosfat diharapkan 
mampu meningkatkan metabolisme sel dan menaikkan 
produksi asam sitrat serta dapat mengurangi waktu 
fermentasi. Menurut Singh  and Mehrotra (2007), fosfat 
memiliki efek tertentu pada pembentukan metabolit fermentasi 
asam sitrat. Ion K+ memiliki efek dalam penghambatan pada 
pembentukan asam oksalat, sehingga pembentukan asam 
oksalat dapat dicegah dengan penggunaan KH2PO4 sebagai 
sumber fosfat. Kebutuhan fosfat sangatlah terbatas, hal ini 
dikarenakan agar tidak terjadi aktivitas metabolisme lain selain 
aktivitas pembentukan asam sitrat (Papagianni, 2007). 
Penambahan dipotassium hydrogen phosphate (KH2PO4) 
mampu menghasilkan kadar asam sitrat sebesar 18,8 g/l 
(Abbas et al., 2016). Terbatasnya kebutuhan tersebut, maka 
perlu dilakukan penambahan yang tepat bagi Aspergillus niger 




Banyak mikroorganisme yang dapat digunakan dalam 
proses produksi asam sitrat, seperti Penicillium glaucum, 
Candida tropicalis, A. Niger, A. Awamori, A. Nidulans, 
Hansenula anamola dan Yarrowia lipolytica. Namun diantara 
mikroorganisme tersebut A. Niger merupakan mikroorganisme 
utama yang banyak digunakan di industri untuk produksi asam 
sitrat karena lebih banyak menghasilkan asam sitrat per 
satuan waktu dan juga kemampuannya untuk memproduksi 
asam sitrat dari bahan yang murah (Carolina et al., 2015). 
Fermentasi yang digunakan pada penelitian ini adalah 
fermmentasi padat. Fermentasi padat memiliki beberapa 
keuntungan lebih dibandingkan dengan fermentasi terendam 
yaitu, penghematan energi, penerapannya yang sesuai untuk 
limbah pertanian, serta menghasilkan lebih sedikit air limbah 
sehingga lebih ramah lingkungan (Prado et al., 2005). 
Penelitian ini penting dilakukan sebagai salah satu solusi 
untuk mengurangi jumlah limbah pertanian yang semakin 
meningkat dengan mengubah limbah tersebut menjadi produk 
yang bernilai. 
 
1.1 Rumusan Masalah  
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai 
berikut: 
1. Pengaruh penambahan konsentrasi fosfat KH2PO4 pada 
Aspergillus niger untuk produksi asam sitrat dari limbah 
kulit pisang Raja? 
2. Berapa konsentrasi penambahan fosfat KH2PO4 yang 
tepat pada Aspergillus niger untuk produksi asam sitrat 
dari limbah kulit pisang Raja? 
 
1.2 Tujuan Penelitian  
Tujuan berdasarkan rumusan masalah yang ada 
adalah sebagai berikut: 
1. Mengetahui pengaruh penambahan konsentrasi fosfat 
KH2PO4 pada Aspergillus niger untuk produksi asam sitrat 
dari limbah kulit pisang raja. 
2. Mengetahui konsentrasi fosfat KH2PO4 yang tepat pada 
Aspergillus niger untuk produksi asam sitrat dari limbah 
kulit pisang Raja. 
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1.3 Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian yang dilakukan adalah: 
1. Meningkatkan nilai tambah kulit pisang Raja sebagai 
bahan baku alternatif produksi asam sitrat. 
2. Membantu mengurangi limbah kulit pisang. 
3. Mengetahui jumlah konsentrasi KH2PO4 yang tepat 
sebagai sumber fosfat untuk meningkatkan metabolisme 




































2.1 Asam Sitrat 
Asam sitrat (asam 2-hidroksi-1,2,3-
propanetricarboxylic) merupakan salah satu asam organik 
yang dihasilkan dalam proses fermentasi. Asam sitrat 
merupakan asam trikarboksilat dengan berat molekul 210,14 
g/mol (Xu et al., 2015). Secara biokimia, asam sitrat dikenal 
sebagai senyawa antara dalam siklus asam sitrat. Asam sitrat 
dapat ditemukan secara alami di lingkungan (tanaman, akar, 
dan daun) serta mempunyai kecenderungan untuk 
berakumulasi (Hamad dan Septian, 2010).  
Asam sitrat merupakan produk metabolit primer yang 
terbentuk dari siklus TCA (Tricarboxylic Acid Cycle). Glukosa 
merupakan sumber karbon utama dalam produksinya. 80% 
gukosa akan dipecah melalui reaksi-reaksi dalam lintasan 
Embden Meyerhof Parnas (EMP) (Haryani, 2011). Komposisi 
media fermentasi sangat mempengaruhi produksi asam sitrat. 
Media fermentasi asam sitrat harus mengandung 
makronutrien seperti sumber karbon, sumber nitrogen, fosfat, 
kalium, magnesium, dan mikronutrien seperti Fe, Zn, dan Mn. 
Gula monosakarida dan disakarida sebagai sumber karbon 
dapat dimetabolisme dengan cepat oleh Aspergillus niger 
(Manfaati, 2011). 
2.1.1 Manfaat Asam sitrat 
Asam sitrat merupakan salah satu asam organik yang 
banyak digunakan dalam industri makanan dan minuman 
(60% dari total produksi) (Adeoye et al., 2015). Tingginya 
pemanfaatan asam sitrat pada industri makanan dan minuman 
karena sifat asam sitrat menguntungkan dalam pencampuran, 
yaitu kelarutan relatif tinggi, tak beracun dan menghasilkan 
rasa asam yang disukai (Sasmitaloka, 2017). Penggunaan 
asam sitrat dalam industri makanan dan minuman banyak 
digunakan sebgai acidulant (zat pengasam). Penambahan 
acidulant akan menurunkan pH minuman, sehingga 
menghambat pertumbuhan mikroba. Kondisi asam tersebut 
akan meningkatkan keefektifan kinerja pengawet. Asam sitrat 
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juga digunakan untuk mencegah pemudaran warna pada 
sayur dan buah dengan mengikat trace element yang tidak 
dikehendaki. Pada industri berbasis susu, asam sitrat 
digunakan sebagai acidifying agent dan flavor modifier. Salah 
satu cara efektif untuk mengatur karakter emulsifikasi pada 
processed cheese adalah juga dengan menggunakan garam 
sitrat untuk mengontrol jumlah kalsium. Tujuannya agar keju 
dapat dengan mudah melting tanpa pemisahan lemak. 
Sodium sitrat bisa digunakan untuk membantu pencegahan 
kasein mengendap pada susu UHT (Muredzi, 2015). 
 Pada industri farmasi digunakan untuk stabilisasi 
asam askorbat pada suplemen vitamin C. Proses pengawetan 
darah dengan cara mencegah pembekuan oleh kalsium yang 
kompleks. Sumber zat besi dalam bentuk Ferric ammonium 
citrate dalam pengobatan anemia (Lopez, 2010). Industri kimia 
(25% dari total produksi), digunakan sebagai anti buih dan 
bahan pelunak (Rahman, 2010). Asam sitrat dalam industri 
kosmetik digunakan pada produk skin care yang mengandung 
asam alfa-hidroksi (glikolik, laktat, tartarat dan asam sitrat). 
Produk ini dapat membantu mengurangi pori-pori besar, bintik 
hitam, kerutan, dan alergi (Lofty et al., 2007).  
2.1.2 Mekanisme Pembentukan Asam Sitrat 
Asam sitrat dapat diproduksi dengan memanfaatkan 
aktivitas mikroorganisme melalui proses fermentasi (Darouneh 
et al., 2009; Pallares et al., 1996; Manfaati 2011; dan Demirel 
et al., 2005). Mikroorganisme yang banyak digunakan dalam 
produksi asam sitrat diantaranya Penicillium glaucum, 
Candida oleophila (Anastasisdis dan Rehm, 2005), Aspergillus 
niger (Angumeenal dan Venkappayya, 2005; Cevrimliet al., 
2009; Cevrimli et al., 2010; Dhillon et al., 2013), Aspergillus 
awamori (Max et al., 2010), Aspergillus nidulans (Max et al., 
2010), dan Hansenula anamola (Soccolet al., 2006).  
Penggunaan mikroba dalam produksi asam sitrat 
melalui proses fermentasi dinilai prospektif untuk diterapkan di 
industri (Sasmitaloka, 2017). Aspergillus niger merupakan 
mikroorganismeutama yang digunakan di industri untuk 
produksi asam sitrat karena menghasilkan lebih banyak asam 
sitrat per satuan waktu dan juga kemampuannya dalam 
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memproduksi asam sitrat dari bahan yang murah (Soccol et 
al., 2006). Papagianni (2007), menyebutkan bahwa secara 
teori, produksi asam sitrat menggunakan Aspergillus niger 
dapat menghasilkan rendemen 70%. Proses fermentasi 
tersebut, terdiri dari dua tahap yaitu fasa pertumbuhan 
miselium dan fasa pembentukan produk (Sasmitaloka, 2017). 
Asam sitrat dihasilkan dalam metabolisme Aspergillus 
niger melalui siklus trikarboksilat (Moresi & Parente, 2014). 
Siklus trikarboksilat terjadi di mitokondria pada organisme 
aerobik, dikatalis oleh sistem multienzim (Papagianniet al., 
2005). Tiga enzim yang berperan tersebut yaitu, citrate 
synthase, isocitrate dehydrogenase dan alpha-ketoglutarate 
dehydrogenase (Akram, 2014). Mekanisme pembentukan 
asam sitrat dapat dilihat pada Gambar 2.1  
 
Gambar 2.1. Skema pembentukan asam sitrat(Vandenbergheet 
al., 2017). 
Sintesis asam sitrat sendiri terbagi menjadi tiga tahap 
yaitu: (1) degradasi gula dengan transformasi glukosa menjadi 
asam piruvat, (2) dekarboksilasi oksidatif piruvat dan 
karbosilasi piruvat, dan (3) siklus TCA (Tricarboxylic Acid 
Cycle) guna akumulasi pembentukan asam sitrat. siklus TCA 
(Tricarboxylic Acid Cycle) adalah siklus antara yang 
melibatkan konversi karbohidrat, protein dan lemak menjadi 
CO2 dan H2O bersamaan dengan pelepasan ATP 
(Vandenberghe et al., 2017). Selanjutanya asam piruvat akan 
mengalami proses dekarboksilasi oksidatif oleh piruvat 
dehidrogenase dengan bantuan NAD+ sebagai reduktor yang 
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akan mengoksidasi asam piruvat dan koenzim A membentuk 
asetil KoA, pada reaksi ini CO2 dilepaskan (Papagianni, 2007). 
Siklus TCA (Tricarboxylic Acid Cycle) dapat dilihat pada 
Gambar 2.2 
 
Gambar 2.2. TCA (Tricarboxylic Acid Cycle) (Vandenberghe et 
al., 2017). 
Kadar asam sitrat 60% dapat dihasilkan jika CO2 yang 
dilepaskan terbentuk kembali. Reaksi ini berlangsung di 
sitosol, dimana satu mol piruvat akan terkaboksilasi 
membentuk oksaloasetat, setelah membentuk asam 
oksaloasetat kemudian terjadi perombakan untuk membentuk 
asam malat. Kemudian terjadi pertukaran antara asam malat 
sitosol dengan molekul asam sitrat mitokondria yang 
ditranspor melalui membran mitokondria. Asam malat yang 
berada dalam mitokondria digunakan sebagai bahan bakar 
pada siklus trikarboksilat (TCA cycle). Asam malat yang 
digunakan mengalami oksidasi membentuk oksaloasetat. 
Penggabungan molekul asetil KoA dengan oksaloasetat akan 




2.1.3 Faktor-faktor yang Mempengaruhi terbentuknya 
Asam Sitrat 
Pembentukan asam sitrat secara fermentasi 
dipengaruhi oleh beberapa faktor yang dapat memberikan 
pengaruh pada komposisi medium, baik komponen makro 
maupun trace element yang dapat mempengaruhi proses 
fermentasi asam sitrat oleh Aspergillus niger. Akumulasi asam 
sitrat dapat terjadi apabila medium fermentasi kekurangan 
satu atau lebih unsur-unsur nutrient penting, antara lain 
dengan cara membatasi konsentrasi salah satu dari unsur-
unsur P, Mn, Fe atau Zn (Moresi & Parente, 2014). 
Kandungan gula juga merupakan salah satu faktor 
yang mempengaruhi pembentukan asam sitrat, berdasarkan 
penelitian 15-25% larutan gula dapat diubah secara 
fermentasi. Pembentukan asam sitrat dapat dilakukan dari 
bahan-bahan yang mengandung gula seperti: pati kentang, 
hidrolisat pati, sirup glukosa, sukrosa, sirup gula tebu, dimana 
2/3 kandungan sukrosa telah berubahmenjadi gula inversi, 
molase tebu dan molase bit, yang digunakan sebagai sumber 
karbohidrat. Berdasarkan penelitian, produksi asam sitrat 
maksimum biasanya dicapai pada konsentrasi gula 14-22% 
(w/v). Sumber karbon yang digunakan juga berpengaruh pada 
aktivitas mikroba (Narayana dkk., 2006). 
 Sumber nitrogen dapat menggunakan ammonium 
sulfat atau ammonium nitrat. Penggunaan ammonium lebih 
baik karena selama pemanfaatannya sebagai sumber 
nitrogen, pH akan turun. Penambahan terbaik dilakukan saat 
laju produksi asam sitrat mulai menurun. Pengaruh ini 
berkaitan dengan peranan ion NH4+ dalam mekanisme 
keteraturan akumulasi asam sitrat, karena penambahan NH4+ 
tidak berpengaruh terhadap pertumbuhan. Selain itu, adanya 
fosfat, ion logam perlu dibatasi, tetapi konsentrasi fosfat tidak 
perlu dibatasi, hanya sebaiknya pada konsentrasi rendah. 
Konsentrasi fosfat naik dapat mengakibatkan pembentukan 
asam-asam (sugar acid) tertentu dan merangsang 
pertumbuhan dan menurunkan fiksasi CO2 (Papagianni, 2007). 
Trace element yang dibutuhkan, meliputi: Cu. Mn, Mg, 
Fe, Zn dan Mo, jumlah dalam ppm. Pada konsentrasi lebih 
tinggi dari konsentrasi optimal, logam kelumit (trace mineral) 
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bersifat toksik, maka perlu diatur sebesar 0,05-0,5 ppm untuk 
Fe, tetapi juga tergantung substrat (starting material), misal 
sukrosa murni, jumlah Fe 2,0 ppm; sedang penambahan Cu 
saling berpengaruh pada penambahan Fe. Umumnya proses 
dimulai pada pH 5, dalam waktu 48 jam pertama, pH turun 
menjadi kurang dari 3, karena metabolisme ammonium. Untuk 
hasil yang baik, terutama pada kultur terendam, pH diturunkan 
sampai kurang dari 2,saat pertumbuhan berhenti (Moresi & 
Parente, 2014). Aerasi pada fermentasi merupakan faktor 
penting. Produksi asam sitrat ditingkatkan dengan 
peningkatan aerasi, bila pemberian udara dihentikan selama 
beberapa menit, produksi asam sitrat akan berhenti 
(Papagianni, 2007). 
2.2 Aspergillus niger 
Aspergillus niger merupakan jamur yang dapat 
menghasilkan enzim, seperti enzim α-amilase, β-amilase, dan 
selulase, sehingga Aspergillus niger dapat digunakan 
sebagaia biokatalis dalam produksi asam sitrat secara 
fermentasi (Syamsuripta dkk, 2006). Pada awalnya kapang 
pembentuk asam sitrat yang dikenal adalah Penicillium dan 
Mucor, ditemukan oleh Wehmer pada tahun 1893, hingga 
pada tahun 1917 Currie menemukan Aspergillus niger 
merupakan jenis kapang terbaik penghasil asam sitrat. 
Aspergillus niger merupakan salah satu spesies paling umum 
dan mudah diidentifikasi dari genus Aspergillus, family 
Moniliaceacae, ordo Monoliales dan kelas Fungi imperfecti 
(Carolina dkk, 2015). 
Aspergillus niger dapat tumbuh pada suhu 35°C-37°C 
(optimum), 6°C-8°C (minimum), 45°C-47°C (maksimum). 
Kisaran pH yang dibutuhkan 2,8-8,8 dengan kelembapan 80 - 
90%. Habitat Aspergillus niger kosmopolit di daerah tropis dan 
subtropis, mudah didapatkan dan di isolasi dari udara, tanah 
dan air. Asam sitrat mencapai maksimum jika konsentrasi 
ammonium sitrat 0,2%, umumnya penambahan sumber 
karbon dapat diambil dari gula yang berkonsentrasi 14-22%, 
dalam fermentasi asam sitrat suhu optimum untuk Aspergillus 
niger yaitu 35-37oC dengan waktu fermentasi 7 hari dan pH 
yang rendah (1,7-2,0), aerasi dibutuhkan untuk fermentasi 
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asam sitrat, namun aerasi dalam hal ini harus optimum 
(Papagianni, 2007). Gambar 2.2. 
 
Gambar 2.3. Morfologi Aspergillus niger (Papagianni, 2007). 
 
Galur untuk memproduksi asam sitrat cukup banyak, 
tetapi hanya mutan Aspergillus niger dan Aspergillus wentii 
yang banyak digunakan untuk memproduksi asam sitrat 
secara komersil. Secara alami asam sitrat merupakan produk 
metabolisme primer, tidak diekskresi oleh mikroorganisme 
dalam jumlah yang cukup berarti dan peggunaan Aspergillus 
niger dapat menekan produk-produk samping yang tidak 
diinginkan seperti: asam oksalat, asam isositrat dan asam 
glukonat. Dalam pembentukannya terdapat beberapa 
komponen medium yang diketahui berpengaruh terhadap 
fermentasi asam sitrat, meliputi : konsentarsi gula tinggi, 
konsentrasi fosfat rendah, pH rendah (dibawah 2,0), tekanan 
oksigen tinggi dan tidak terdapat unsur Mn++, Fe++, Zn++. 
Dari kondisi tersebut perlu dilakukan upaya untuk 
mempertahankan kondisi yang berpengaruh dalam 
memproduksi asam sitrat (Prescott et al., 2009).  
Aspergillus niger dalam pertumbuhannya berhubungan 
langsung dengan zat makanan yang terdapat dalam substrat, 
molekul sederhana yang terdapat disekeliling hifa dapat 
langsung diserap sedangkan molekul yang lebih kompleks 
harus dipecah dahulu sebelum diserap ke dalam sel, dengan 
menghasilkan beberapa enzim ekstra seluler. Bahan organik 
dari substrat digunakan oleh Aspergillus niger untuk aktivitas 
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transport molekul, pemeiharaan struktur sel dan mobilitas sel 
(Sakurai & Imai, 2012). 
2.3 Kulit Pisang 
Kulit pisang merupakan limbah buah pisang yang 
cukup banyak jumlahnya, kurang lebih 1/3 bagian dari buah 
pisang yang belum dikupas. Limbah ini masih belum 
dimanfaatkan secara maksimal (Febriyanti dan Joni, 2015). 
Hasil penelitian Dewati (2008), menyatakan bahwa limbah 
kulit pisang dapat dimanfaatkan sebagai bahan pembuatan 
etanol. Dalam penelitian Koni dkk (2013), kulit pisang dapat 
difermentasikan dengan bakteri Rhizopus oligosporus dalam 
ransum terhadap pertumbuhan ayam pedaging. Selain itu, 
limbah kulit pisang hanya dimanfaatkan sebagai sampah 
organik dan pakan ternak seperti kambing, sapi, dan kerbau. 
Jumlah kulit pisang yang cukup banyak akan memiliki nilai 
ekonomis yang tinggi jika bisa dimanfaatkan dengan baik. 
Kandungan dalam kulit pisang ternyata terdapat kalsium, 
protein, dan juga lemak yang cukup. Hasil analisis kimia 
menunjukkan bahwa komposisi kulit pisang banyak 
mengandung air dan karbohidrat. Komposisi kimia kulit pisang 
dapat dilihat pada Tabel 2.1 
Tabel 2.1 Komposisi Kimia Kulit Pisang 
No. Komponen (100g) Kadar (%) 
1. Air 83,5  
2. Protein 1,8 
3. Lemak 1,7 
4. Glukosa 2,4 
5. Fruktosa 6,2 
6. Sukrosa 2,6 
7. Pati 1,2 




Selain komposisi nutrisi pada tabel tersebut, kulit 
pisang juga terdapat kandungan mineral diantaranya; 
potasium, kalsium, sodium, besi, dan mangan (Mohapatra et 
al., 2010). Kandungan nutrisi yang dimiliki kulit pisang 
berpotensi sebagai bahan baku proses pembuatan asam sitrat 
menggunakan Aspergillus niger. Salah satu faktor penting 
dalam fermentasi asam sitrat adalah komposisi nutrisi dari 
media yang digunakan harus menyediakan senyawa sumber 
karbon, nitrogen dan fosfat bagi mikroorganisme. Sumber 
fosfat mempengaruhi pertumbuhan biomasa mikroba untuk 
produksi asam sitrat, nukleotida dan ATP (Ali et al., 2002). 
Pada kulit pisang tidak terdapat kandungan fosfat yang 
dibutuhkan dalam membantu pertumbuhan Aspergillus niger 
pada proses fermentasi asam sitrat (Mohapatra et al., 2010). 
Penambahan fosfat diharapkan mampu meningkatkan 
metabolisme sel dan menaikkan produksi asam sitrat serta 
dapat mengurangi waktu fermentasi. Menurut Singh dan 
Mehrotra (2007), fosfat memiliki efek tertentu pada 
pembentukan metabolit fermentasi asam sitrat. Ion K+ memiliki 
efek dalam penghambatan pada pembentukan asam oksalat, 
sehingga pembentukan asam oksalat dapat dicegah dengan 
penggunaan KH2PO4 sebagai sumber fosfat. 
2.3.1 Kulit Pisang Raja 
Pisang Raja (Musa sapientum) umumnya sering 
digunakan dalam industri pangan. Pisang Raja dipilih karena 
aroma harum dan rasa yang lebih manis dibandingkan dengan 
jenis pisang lainnya. Selain itu, kulit pisang Raja masih 
mempunyai kandungan energi yang tinggi, vitamin dan 
beberapa mineral (Syahruddin dkk, 2015). Berdasarakan 
penelitian Anhwange (2008), kulit pisang Raja mengandung 
karbohidrat yang tinggi yakni 59,00 % protein 0,90% dan 
lemak 1,70%. Menurut Babayemi et al (2010), kulit pisang 
Raja mengandung gula tertinggi dibandingkan dengan kulit 
pisang lainnya, yaitu sebesar 31,6%. Kandungan mineral kulit 
pisang Raja lebih tinggi dibandingkan kulit pisang lainnya 
antara lain zat besi (1,40 mg/kg), magnesium (51,80 mg/kg), 
dan zinc (29,10 mg/kg). Soccol et al. (2006), menyatakan 
bahwa, besarnya nilai mineral besi, magnesium dan zinc akan 
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mendukung produksi optimal asam sitrat sehingga kondisi 
media fermentasi menjadi lebih asam dan pH terus menurun. 
Komposisi kimia kulit pisang raja dapat dilihat pada Tabel 2.2. 
Tabel 2.2 Komposisi Kimia Kulit Pisang Raja 
No. Komponen  Kadar (mg/g) 
1. Kalium 78,10 ± 6,58 
2. Kalsium 19,20 ± 0,00 
3. Sodium 24,30 ± 1,12 
4. Besi 0,61 ± 0,22 
5. Mangan 76,20 ± 0,00 
6. Brom 0,04 ± 0,00 
7. Rubidium 0,21 ± 0,05 
8. Strontium 0,03 ± 0,01 
9. Zirkonium 0,02 ± 0,00 
10. Niobium 0,02 ± 0,00 
Sumber: Anhwange, 2008. 
Kandungan mangan pada kulit pisang raja cukup 
tinggi. Ion mangan mempengaruhi frekuensi dari percabangan 
hifa dan sintesis kitin. Percabangan hifa ini mendukung 
produksi asam sitrat dalam jumlah besar. Semakin banyak 
mangan yang digunakan, maka semakin rapat dan banyak 
percabangan hifa yang dihasilkan sehingga nilai biomassa 
total meningkat. Konsentrasi mangan juga harus sesuai yang 
dibutuhkan, agar tidak terbentuk reaksi lain (Papagianni, 
2007). Pada kulit pisang tidak terdapat kandungan phosphate 
yang dibutuhkan dalam membantu pertumbuhan Aspergillus 
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niger pada proses fermentasi asam sitrat (Mohapatra et al., 
2010). Kandungan pati dalam kulit pisang raja cukup tinggi. 
Aspergillus niger akan memecah pati tersebut menjadi gula 
sederhana. Enzim α-amilase dan glukoamilase yang terdapat 
pada Aspergillus niger mampu memecah pati menjadi gula 
sederhana. Gula sederhana tersebut digunakan sebagai 
makronutrient dan sumber karbon. Enzim α-amilase akan 
memecah pati menjadi lebih sederhana dengan memotong 
ikatan glikosidik (Seftian dkk, 2012). 
 
2.4 Phosphate 
Kandungan fosfat dalam media memiliki efek yang 
besar terhadap hasil fermentasi asam sitrat. Tingkat fosfat 
yang rendah akan memiliki efek positif pada produksi asam 
sitrat. Kelebihan fosfat menyebabkan penurunan fiksasi 
karbon dioksida yang menhasilkan peningkatan pembentukan 
asam gula tertentu (Papagianni, 2007). Kisaran jumlah 
sumber fosfat yang dibutuhkan dalam menghasilkan asam 
sitrat yang optimal adalah 0,1-0,2% (Abbas et al., 2016). 
Menurut Iqbal (2008), dalam penelitiannya sumber fosfat yang 
digunakan yaitu KH2PO4 sebanyak 2%. Fosfat adalah 
makroelemen yang sangat dibutuhkan dalam proses 
pertumbuhan sel untuk mensintesa senyawa nukleotida dan 
senyawa fosfor lainnya (Manfaati, 2011). Penambahan fosfat 
diharapkan mampu meningkatkan metabolisme sel dan 
menaikkan produksi asam sitrat serta dapat mengurangi 
waktu fermentasi.  
Menurut Singh dan Mehrotra (2007), fosfat memiliki 
efek tertentu pada pembentukan metabolit fermentasi asam 
sitrat. Ion K+ memiliki efek dalam penghambatan pada 
pembentukan asam oksalat, sehingga pembentukan asam 
oksalat dapat dicegah dengan penggunaan KH2PO4sebagai 
sumber fosfat. Kebutuhan fosfat sangatlah terbatas, hal ini 
dikarenakan agar tidak terjadi aktivitas metabolisme lain selain 
aktivitas pembentukan asam sitrat (Papagianni, 2007). 
Penambahan dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 
mampu menghasilkan kadar asam sitrat sebesar 18,8 g/l 
(Abbas et al., 2016). Terbatasnya kebutuhan tersebut, maka 
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perlu dilakukan penambahan yang optimal bagi Aspergillus 
niger pada proses fermentasi sehingga diperoleh hasil yang 
maksimal. Menurut Adeoye et al. (2015), kandungan fosfat 
merupakan faktor yang esensial dalam pertumbuhan jamur. 
Fosfat memiliki efek tertentu pada pembentukan metabolit 
tertentu.  
2.5 Solid State Fermentation (SSF) 
Fermentasi substrat padat dinilai lebih baik, karena 
volume proses fermentasi lebih rendah dibandingkan kultur 
terendam yang mengandung kadar air lebih tinggi. 
Pemanennan pada fermentasi substrat padat lebih sederhana, 
karena tak perlu memisahkan sel mikroorganisme dengan sisa 
substrat, sedangkan pada kultur terendam dibutuhkan 
pemisahan sel dengan sentrifugasi atau filtrasi. Pemisahan sel 
tentunya akan meningkatkan biaya produksi, sehingga 
fermentasi subtrat padat lebih ekonomis (Stephanie dan 
Purwadaria, 2013). 
Fermentasi substrat (media) padat mempunyai 
kandungan nutrien per volume jauh lebih pekat sehingga hasil 
per volume dapat lebih besar (Seftian dkk, 2012) fermentasi 
subtrat padat dengan kapang mempunyai keuntungan 
(Muljono dkk, 2012) yaitu: 
1. Medium yang digunakan relatif sederhana 
2. Ruang yang diperlukan untuk peralatan fermentasi relatif 
kecil, karena air yang digunakan sedikit 
3. Inokulum dapat disiapkan secara sederhana 
4. Kondisi medium tepat pertumbuhan fungi mendekati 
kondisi habitat alaminya 
5. Aerasi dihasilkan dengan mudah karena ada ruang udara 
diantara tiap partikel substrat 
6. Produk yang dihasikan dapat dipanen dengan  
 
2.6 Penelitian Terdahulu 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Abbas et 
al. (2016), pada kulit pisang menggunakan phosphate 0,1%, 
dan nitrogen 0,25%. Sumber fosfat yang ditambahkan yaitu, 
disodium hidrogen phosphate, potasium dihidrogen 
phosphate, dan dipotasium hidrogen phosphate. Hasil tertinggi 
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yaitu perlakuan penambahan potasium dihidrogen phosphate 
(KH2PO4) dengan kadar asam sitrat sebesar 24,09%. Sumber 
phosphate yang ditambahkan memberikan dampak positif 
yaitu peningkatan kadar asam sitrat. Penambahan nitrogen 
tidak berpengaruh secara signifikan terhadap produksi asam 
sitrat. Konsentrasi nitrogen harus dibatasi, karena hal ini akan 
mempengaruhi produksi asam sitrat.  
Menurut Manfaati (2011), produksi asam sitrat oleh 
Aspergillus niger sangat dipengaruhi oleh komposisi media 
fermentasi. Konsentrasi gula yang ditambahkan untuk 
mencapai tingginya produksi asam sitrat yaitu 14-22% (w/v). 
Sumber nitrogen dalam bentuk ammonium ataupun urea tidak 
mempengaruhi produksi asam sitrat. Fe, Zn, dan Mn sangat 
terbatas maka konsentrasi fosfat tidak perlu dibatasi. Namun, 
jika konsentrasi trace element tidak dapat dikendalikan maka 
kosentrasi fosfat harus rendah. Fosfat adalah makroelemen 
yang sangat dibutuhkan dalam proses pertumbuhan sel untuk 
mensistensis senyawa nukleotida dan senyawa fosfor lainnya. 
Penelitian Pratama dkk (2012), terhadap Pembentukan 
Asam Sitrat dari Sari Buah Belimbing (Averrhoa carambola) 
oleh Aspergillus niger” menunjukkan bahwasemakin lama 
proses fermentasi yang dilakukan,nilai pH akan semakin 
turun. KH2PO4berfungsi sebagai sumber nutrisi bagi 
Aspergillus niger yang berupa fosfat dan kadar optimumnya 
padafermentasi asam sitrat adalah 0.5 gr/l - 5 gr/l. Hasil 
penelitian menunjukkan produksi asam sitrat meningkat 
dengan penambahan KH2PO4 sebagai sumber fosfat. 
 
2.7 Hipotesis 
Diduga penambahan konsentrasi fosfat KH2PO4 0%, 
0,5%, 1%, 1,5% dan 2% dapat berpengaruh terhadap 
produksi asam sitrat dari limbah kulit pisang raja dengan 












3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaa 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan 5 April 2017 
sampai 23 November 2017. Penelitian dilaksanakan di 
Laboratorium Bioindustri dan Laboratorium Teknologi 
Agrokimia, Jurusan Teknologi Industri Pertanian, Fakultas 
Teknologi Pertanian, Universitas Brawijaya.  
 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat 
Peralatan yang digunakan meliputi timbangandigital, 
pisau, Erlenmeyer,glass beker,Laminar Air Flow (LAF), tabung 
reaksi, bunsen, jarum ose,autoklaf, oven, mikropipet, kertas 
coklat, kertas saring,pH meter, alumunium foil, tissue, 
spektrofotometer (Thermo Scientific Genesys 10 UV), kuvet, 
botol sampel, sarung tangan,masker,plastik, mortar, pestle 
(alu),waterbath,kompor listrik, spatula, vortex, dan gunting. 
3.2.2 Bahan  
Kulit pisang raja dari  UKM Fronizka Indomedia 
Sukses,Jatirejoyoso, Kepanjen, Kabupaten Malang, KH2PO4 
anhidrat, Aspergillus niger, beras, aquades, alkohol 70%, 
spirtus, NaOH, CaCO3, reagen DNS (Dinitrosalysilic 
acid),indikator PP, Tween 80, glukosa monohidrat, fenol, dan 
HCl. 
3.3 Batasan Masalah 
Batasan masalah dalam penelitian ini sebagai berikut: 
1. Jenis kulit pisang raja yang digunakan diperoleh dari 
limbah UKM Fronizka Indomedia Sukses, Jatirejoyoso, 
Kepanjen, Kabupaten Malang, 
2. Kulit pisang raja yang digunakan berumur 8 minggu 
(setengah matang), 
3. Penelitian dilakukan pada skala laboratorium, 
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4. Bahan baku disimpan maksimal 3 hari setelah 
peengupasan serta penyimpanan dalam coldbox untuk 
menjaga kualitas bahan baku, 
5. Tidak dilakukan pengujian kandungan kulit pisang. 
 
3.4 Rancangan Penelitian 
Rancangan percobaan yang digunakan adalah 
Rancangan Acak Lengkap non faktorial.Perlakuannya yaitu 
penambahanfosfatKH2PO4, dengan level: 
A0: konsentrasi KH2PO40% 
A1: konsentrasi KH2PO40,5% 
A2: konsentrasi KH2PO41% 
A3: konsentrasi KH2PO41,5% 
A4: konsentrasi KH2PO42%. 
Tabel rancangan penelitian tersaji pada Tabel 3.1. 
 
Tabel 3.1Rancangan Acak Lengkap  
Perlakuan 
Pengulangan 
I II III IV V 
A0 A01 A02 A03 A04 A05 
A1 A11 A12 A13 A14 A15 
A2 A21 A22 A23 A24 A25 
A3 A31 A32 A33 A34 A35 
A4 A41 A42 A43 A44 A45 
 
Untuk mengetahui pengaruh penambahan fosfat KH2PO4 
terhadap hasil fermentasi asam sitrat, dilakukan Analisis 
Variansi (ANOVA) berdasarkan Uji-F. Apabila terdapat respon 
yang signifikan terhadap perlakuan yang diberikan, dilakuan 
uji lanjutan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk 
mengetahui perbedaan respon dari masing-masing perlakuan. 
 
3.5 Pelaksanaan Penelitian 
Proses fermentasi asam sitrat dengan media kulit 
pisang terdiri dari beberapa tahapan yaitu, pembuatan media 
fermentasi, pembuatan media beras, pembuatan stater 
Aspergillus niger dan proses fermentasi asam sitrat. Tahapan-
tahapan tersebut adalah sebagai berikut: 
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1. Pembuatan Media Fermentasi  
Berikut langkah-langkah pembuatan media fermentasi: 
a. Pembuatan media fermentasi kulit pisang yaitu kulit 
pisang raja diperoleh dari UKM Fronizka Indomedia 
Sukses, Jatirejoyoso, Kepanjen, Kabupaten Malangyang 
diambil sehari setelah dilakukan pengupasan pisang, 
kemudian disimpan dalam coldboxuntuk menjaga kualitas 
bahan baku. 
b. Kulit pisang disortasi kemudian dipotong ±1-2 cm. 
c. Sampel ditimbang sebanyak 20gr dan ditambahkan 
konsentrasi fosfatKH2PO4 anhidrat 0%, 0,5%, 1%, 1,5% 
dan 2% persentase dari berat sampel. 
d. Media yang telah dibuat kemudian disterilisasi dengan 
autoklaf pada suhu 121℃, tekanan 1 atm selama 15 menit 
lalu dinginkan pada suhu ruang sekitar 15 menit. 
Kulit pisang Raja 20 gr
Dicuci dan disortasi
Uji pH dan kadar air
Dimasukkan ke dalam 
wadah
Disterilisasi dengan autoclaf pada 
suhu 1210 C, 20 menit
Didinginkan
Media fermentasi kulit 
pisang
KH2PO4 (0%; 









2. Pembuatan Media Beras 
Berikut langkah-langkah pembuatan media beras: 
1. Pembuatan media beras yaitu beras ditimbang 300 gr dan 
dicuci lalu ditiriskan.  
2. Kemudian beras dimasukkan dalam erlenmeyer lalu 
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121℃, 
tekanan 1 atm selama 15 menit lalu dinginkan pada suhu 




Dicuci hingga bersih 
Disterilisasi dengan autoklaf, suhu 
121
o
C tekanan 1 atm selama 15 menit










3. Pembuatan Starter Aspergillus niger 
Berikut langkah-langkah pembuatan starter Aspergillus 
niger: 
1. Kultur Aspergillus niger dari media agar miring umur 7 
hari ditambahkan aquades steril (yang telah ditambahkan 
Tween 80) sebanyak 5 ml.  
2. Spora Aspergillus niger diambil menggunakan jarum ose 
dan suspense spora dituang kedalam media beras lalu 
diaduk hingga merata.   
3. Setelah itu di inkubasi dengan suhu ruang selama 7 hari.  
4. Aspergillus niger pada media beras diaduk dan dilakukan 
pengeringan menggunakan oven pada suhu 40℃ ±1 
selama 5 jam lalu dihancurkan menggunakan grinder. 
 
Kultur Aspergillus niger pada media PDA umur 7 hari
Ditambahkan aquades steril yang telah diberi 
Tween 80 sebanyak 5 ml
Diambil kultur Aspergillus niger menggunakan jarum ose
Diinkubasi dengan suhu ruang selama 7 hari
Starter Aspergillus niger




Dikeringkan dengan oven pada suhu 40
o
C±1 selama 5 jam
 




4. Proses Fermentasi Kulit Pisang (Modifikasi Widyanti, 
2010). 
Berikut langkah-langkahfermentasi kulit pisang: 
1. Proses fermentasi kulit pisang menggunakan media 
fermentasi kulit pisang yang ditambahkan starter 
Aspergillus niger 1% (b/b) dan diinkubasi selama 7 hari 
pada suhu 28°C ±1.  
2. Setelah itu, dilakukan sampling sebanyak 5 kali pada hari 
7 untuk setiap perlakuan penambahan konsentrasi ampas 
tahu.  
3. Hasil fermentasi dilakukan pengujian kadar asam sitrat, 
total gula dan pH 
 
Gambar 3.4 Proses Fermentasi Kulit Pisang Raja 
 
3.6 Analisis Data 
3.6.1 Kadar Asam Sitrat (AOAC, 1995) 
Berikut langkah-langkah pengujian total asam sitrat: 
1. Pengujian total asam sitrat yaitu 10 gram sampel 
dimasukkan dalam labu ukur 100 ml dan ditambahkan 
aquades sampai tanda batas lalu dihomogenkan dan 
disaring.  
2. Filtrat diambil 50 ml dimasukkan dalam erlenmeyer dan 
ditambahkan indikator phenolphthalein 1% sebanyak 3 
tetes, kemudian dititrasi dengan larutan NaOH 0,1 N 
sampai terbentuk warna merah muda.  




Total asam sitrat (%) = 
V x N x BM asam sitrat x 𝑓𝑝 
W x 1000
x 100%  
 
Keterangan: 
V = volume NaOH (ml) fp = faktor pengenceran 
N = normalisasi NaOH  W = berat sampel (gr) 
 
3.6.2 pH (SNI 06-6989.11-2004) 
Berikut langkah-langkah pengujian pH: 
1. Sampel dihancurkan dan diaduk hingga homogen. 
2. pH meter dinyalakan dan dikalibrasi menggunakan 
aquades dan dikeringkan dengan tissue. 
3. Setelah itu elektroda dicelupkan pada sampel 1/3 dari 
ekstrak  hingga beberapa saat sampai diperoleh hasil 
yang stabil dan hasil pH sampel dicatat. 
4. Adaptor selalu dibersihkan dengan aquades dan 
dikeringkan dengan tissue. 
 
3.6.3 Analisis Total Gula reduksi(Miller, 1959) 
Berikut langkah-langkahpengujian total gula reduksi: 
1) Dibuat larutan glukosa, larutan DNS, larutan campuran 
DNS dengan glukosa dan larutan campuran DNS dengan 
aquades.  
2) Larutan stok glukosa dibuat dengan konsentrasi 1 mg/ml.  
3) Larutan DNS dibuat dari 250 ml potasium sodium tartate 
(400mg/ml), 50 ml DNS (100mg/ml) dan 50 ml sodium 
hiroksida (200mg/ml) dan dilarutkan menjadi satu. 
Aquades ditambahkan hingga 500ml.  
4) Larutan campuran DNS dengan glukosa, dilarutkan 1,8 ml 
larutan DNS dengan 1.8 ml glukosa (konsentrasi 1 mg/ml) 
pada tabung reaksi.  
5) Larutan campuran DNS dengan aquades, dilarutkan 1,8 ml 
larutan DNS dengan 1,8 ml aquades.  
6) Dibuat larutan standar gula reduksi. Konsentrasi standar 
glukosa disiapkan yaitu sebesar 0.0 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.4 
mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml dan 1 mg/ml.  
7) Larutan standar dibuat pada6 tabung reaksi, dimasukkan 
larutan campuran DNS dan aquades masing-masing 
sebesar 500µl, 400µl, 300µl, 200µl, 100µl, dan 0µl. 
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8) Ditambahkan larutan campuran DNS dan glukosa masing-
masing sebesar 0µl, 100µl, 200µl, 300µl, 400µl, dan 500µl. 
9) Ditambahkan DNS 500µl kedalam masing-masing tabung 
reaksi.  
10) Tabung reaksi didihkan selama 15 menit pada 
waterbathdengan ditutup menggunakan alumuniun foil. 
11) Larutan diukur dengan Spektrofotometer dengan panjang 
gelombang 540 nm. 
12) Absorbansi yang tertera pada Spektrofotometerdicatat 
kemudian dibuat kurva dengan sumbu x (konstentrasi) dan 
sumbu y (absorbansi) sehingga dihasilkan persamaan (y = 
mx+c). Berikut persamaan yang dihasilkan pada kurva 
larutan standar glukosa: 
 
y = mx + c 
Keterangan : 
y   = absorbansi 
m  = gradient 
x   = gula reduksi (mg/ml) 
c   = konstanta 
13) Pengukuran gula reduksi pada hasil ekstrak kulit pisang 
yaitu,750 µl DNS ditambahkan pada masing-masing 
tabung reaksi yang sebelumnya telah dimasukkan 250 µl 
ekstrak kulit pisang.  
14) Tabung reaksi didihkan selama 15 menit pada 
waterbathdengan ditutup menggunakan alumuniun foil. 
15) Diukur absorbansi dengan Spektrofotometer dengan 
panjang gelombang 540 nm.  
16) Absoransi yang didapatkan, disubtitusikan ke dalam rumus 











































































































E. Pembuatan dan Pengukuran Larutan Standar Gula 
Reduksi 
Mulai 
Ditempatkan pada tabung 
reaksi terpisah
  500, 400, 300, 200, 100, 0 µL 
larutan DNS dan aquades
Dihomogenkan 
  500, 400, 300, 200, 100, 0 µL 
larutan DNS dan glukosa
Dihomogenkan 500 µL DNS
Tabung reaksi ditutup
Dididihkan selama 15 menit
Didinginkan hingga suhu ± 35 – 40oC
Diukur absorbansi pada panjang gelombang 540 nm
Dicatat nilai absorbannya 
Dihitung nilai gradien (m) dan konstanta (c) dengan regresi linier
Persamaan Regresi Gula Reduksi






HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1 Karakteristik Hasil Fermentasi Asam Sitrat 
4.1.1 Derajat Keasaman (pH) 
Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa F hitung 
(5,66) lebih besar dari F tabel (2,87) (Lampiran 1) sehingga 
dapat disimpulkan pemberian KH2PO4 sebagai sumber fosfat 
berpengaruh nyata terhadap penurunan nilai pH. Pengamatan 
derajat keasaman pH pada masing-masing perlakuan dapat 
dilihat pada Tabel 4.1. 
Tabel 4.1 Rerata pengaruh konsentrasi KH2PO4 terhadap pH akhir 
fermentasi 
Konsentrasi 
KH2PO4 Nilai pH Notasi 
0% 3,03 a 
0,5% 2,96 b 
1% 2,91 c 
1,5% 2,89 c 
2% 2,82 d 
BNT (5%) 0,03 
 Keterangan: nilai rerata yang dinotasikan oleh huruf yang berbeda 
menunjukkan berbeda nyata α = 0,05 (BNT) 
pH awal kulit pisang sebelum fermentasi yaitu 5,46. 
Menurut Vandenberghe et al. (2017),  pH pada media akan 
optimal untuk produksi asam sitrat oleh Aspergillus 
nigersekitar 5,0 - 6,0. Hasil penelitian menunjukkan rata-rata 
nilai pH sekitar 2,82 sampai 3,03. Penurunan pH mengindikasi 
terbentuknya asam sitrat (Sasmitaloka, 2017). pH terendah 
terdapat pada perlakuan dengan penambahan konsentrasi 
KH2PO4 sebesar 2%, sedangkan pH tertinggi terdapat pada 
perlakuan tanpa penambahan KH2PO4. Soccol et al. (2006) 
menyatakan bahwa, kandungan fosfat akan mendukung 
produksi optimal asam sitrat sehingga kondisi media 
fermentasi menjadi lebih asam dan pH terus menurun. 
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Penurunan pH dari 5,46 hingga 2,82 menunjukkan proses 
fermentasi berlangsung dan pati didegradasi menjadi gula 
sederhana oleh Aspergillus niger untuk produksi asam sitrat. 
Berdasarkan uji korelasi menggunakan pearson correlation 
nilai pH berkorelasi dengan total gula reduksi (Lampiran 10). 
Korelasi tersebut menghasilkan nilai positif, artinya semakin 
rendah nilai pH maka nilai total gula reduksi juga rendah. Nilai 
total gula reduksi yang rendah menandakan terbentuknya 
akumulasi asam sitrat selama fermentasi. 
4.1.2 Kadar Asam Sitrat 
Berdasarkan hasil analisis ragam menunjukkan F 
hitung lebih besar dari F tabel (Lampiran 2), sehingga dapat 
disimpulkan penambahan konsentrasi KH2PO4 sebagai 
sumber fosfat berpengaruh nyata terhadap kadar asam sitrat. 
Pengamatan kadar asam sitrat pada masing-masing 
perlakuan dapat dilihat pada Tabel 4.2. 
Tabel 4.2 Rerata pengaruh konsentrasi KH2PO4 terhadap kadar 
asam sitrat akhir fermentasi 
Konsentrasi 
KH2PO4 
Kadar Asam Sitrat 
(%) Notasi 
0% 17,09 a 
0,5% 20,74 ab 
1% 23,04 b 
1,5% 31,87 c 
2% 34,94 c 
BNT (5%) 3,65 
 Keterangan: nilai rerata yang dinotasikan oleh huruf yang berbeda 
menunjukkan berbeda nyata α = 0,05 (BNT). 
Hasil penelitian menunjukkan rerata kadar asam sitrat 
yang dihasilkan setelah fermentasi, yaitu sekitar 17,09% – 
34,94%. Kadar asam sitrat tertinggi diperoleh pada perlakuan 
dengan penambahan konsentrasi KH2PO4 2%. Meningkatnya 
kadar asam sitrat berbanding lurus dengan bertambahnya 
konsentrasi KH2PO4 pada media fermentasi. Peningkatan 
kadar asam sitrat tersebut mengindikasi bahwa penambahan 
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KH2PO4 sebagai sumber fosfat memberikan dampak yang 
signifikan terhadap produksi asam sitrat. Hal ini selaras 
dengan pendapat Abbas et al. (2016), bahwa sumber fosfat 
mempengaruhi pertumbuhan biomassa yang dimanfaatkan 
oleh mikroba untuk produksi metabolik, nukleotida dan ATP. 
Penambahan KH2PO4 mampu menghasilkan kadar asam sitrat 
sebesar 24,09 g/l pada media fermentasi. Perolehan kadar 
asam sitrat terendah yaitu pada perlakuan tanpa penambahan 
konsentrasi KH2PO4 yaitu sebesar 17,09g/l. Diperkuat juga 
menurut Kareem and Rahman (2013), penambahan 
KH2PO4mampu menghasilkan kadar asam sitrat menjadi 
30,81 g/kg dibandingkan tanpa penambahan KH2PO4 yang 
hanya mampu menghasilkan sebesar 15,84 g/kg.  
Nilai kadar asam sitrat berkorelasi dengan nilai pH, 
berdasarkan uji korelasi menggunakan pearson correlation 
(Lampiran 9). Nilai kadar asam sitrat yang tinggi 
menunjukkan pH yang rendah. Semakin rendah nilai pH, 
maka semakin tinggi asam sitrat yang dihasilkan. Hal ini 
sesuai dengan nilai korelasi yang dihasilkan berkoefisien 
negatif. Pemaparan tersebut membuktikan bahwa KH2PO4 
sebagai sumber fosfat mampu meningkatkan metabolisme sel 
dan menaikkan produksi kadar asam sitrat pada fermentasi 
kulit pisang raja. Menurut Singh and Mehrota (2007), fosfat 
memiliki efek tertentu pada pembentukan metabolit fermentasi 
asam sitrat. Ion K+ pada KH2PO4 memiliki pengaruh dalam 
penghambatan pembentukan asam oksalat, sehingga 
pembentukan asam oksalat dapat dicegah.  
4.1.3 Total Gula Reduksi Hasil Fermentasi 
Berdasarkan penelitian diperoleh data total gula 
reduksi dari fermentasi kulit pisang raja dengan penambahan 
KH2PO4 dan dilakukan analisis data ragamnya berbeda nyata 
(Lampiran 4). Hasil analisis tersebut menunjukkan bahwa 
penambahan KH2PO4 mempengaruhi nilai total gula reduksi 
secara nyata. Rerata total gula reduksi yang diperoleh 










Reduksi (mg/g) Notasi 
0% 74,79 a 
0,5% 50,87 b 
1% 49,87 b 
1,5% 42,55 c 
2% 46,75 cb 
BNT (5%) 5,97 
 Keterangan: nilai rerata yang dinotasikan oleh huruf yang berbeda 
menunjukkan berbeda nyata α = 0,05 (BNT). 
Tabel 4.3 menunjukkan nilai rerata total gula reduksi. 
Nilai total gula reduksi tertinggi pada konsentrasi KH2PO4 0% 
yaitu sebesar 74,79 mg/g dan hasil terendah dengan 
penambahan konsentrasi 1,5% sebesar 42,55 mg/g. Secara 
umum KH2PO4 yang ditambahkan dalam konsentrasi 0%, 
0,5%, 1%, 1,5% dan 2% menunjukkan tren yang cenderung 
bervariasi. Variasi tersebut membuktikan bahwa adanya 
aktivitas Aspergillus nigerdalam memecah kulit pisang raja 
menjadi gula sederhana. Menurut Syamsuripta (2006), 
Aspergillus nigermenghasilkan enzim α amilase dan 
glukoamilase yang mampu memecah pati menjadi gula 
sederhana dengan memotong ikatan glikosidik. Carolina et 
al.,juga menjabarkan dalam penelitiannya (2015), semakin 
tinggi nilai total gula reduksi, maka semakin tinggi tingkat 
konsumsi gula oleh Aspergillus niger. Namun kondisi ini terjadi 
sampai suatu konsentrasi tertentu dimana jika konsentrasi ini 
terus ditingkatkan, justru akan menurunkan tingkat konsumsi 
gula pereduksi. Penurunan nilai total gula reduksi terjadi 
karena adanya proses fermentasi kulit pisang raja menjadi 
asam sitrat oleh Aspergillus niger. Menurut Iqbal (2008), fosfat 
berperan penting dalam proses pembentukan ATP, senyawa 
yang digunakan untuk mengakumulasi dan mangangkut 
energi dalam sel. Fosfat juga berperan dalam pembentukan 
metabolit serta untuk mengoptimakan hasil asam sitrat. 
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Namun kadar fosfat tetap harus dibatasi dalam kisaran 0,06-
0,32 g/l.  
Berdasarkan uji korelasi menggunakan pearson 
correlation nilai total gula reduksi berkorelasi dengan kadar 
asam sitrat (Lampiran 8). Korelasi tersebut menghasilkan nilai 
negatif, artinya semakin tinggi kadar asam sitrat maka akan 
menurunkan total gula reduksi. Semakin rendah nilai total gula 
reduksi akan meningkatkan akumulasi terbentuknya asam 
sitrat. Pemaparan data yang diperoleh dan literatur tersebut, 
dapat diindikasi bahwa gula digunakan oleh mikroorganisme 
yang menyebabkan penurunan total gula reduksi. 
Penambahan fosfat mampu meningkatkan efisiensi 
Aspergillus niger dalam memotong ikatan glikosidik menjadi 
gula sederhana. Gula reduksi yang dihasilkan digunakan oleh 
Aspergillus niger untuk tumbuh secara generatif dipermukaan 
substrat dan sebagian diubah menjadi asam sitrat. Semakin 
banyak gula reduksi yang dapat dimanfaatkan oleh Aspergillus 
nigermaka semakin tinggi pula kadar asam sitrat yang 
dihasilkan. 
 
4.2 Pemilihan Perlakuan Terbaik 
Pemilihan perlakuan terbaik fermentasi asam sitrat dari 
kulit pisang raja dilakukan dengan Multiple Attribute Decision 
Making yaitu dengan menghitung jarak kerapatan berdasarkan 
nilai ideal pada masing-masing parameter perhitungan nilai 
ideal dari pH, kadar asam sitrat dan total gula reduksi. 
Menurut Kusumadewi (2005), Multiple Attribute Decision 
Making adalah suatu metode yang digunakan untuk mencari 
aternatif optimal dari sejumlah alternatif dengan kriteria 
tertentu. Inti dari Multiple Attribute Decision Making adalah 
menentukan nilai bobot untuk setiap atribut, kemudian 
dilanjutkan dengan proses perangkingan yang akan 
menyeleksi alternatif yang sudah diberikan. Prosedur 
pemilihan perlakuan terbaik setiap parameter dan perhitungan 
dapat dilihat pada (Lampiran 5). Masing-masing parameter 
memberikan pengaruh nyata pada hasil fermentasi. Hasil 





Tabel 4.4 Perlakuan Terbaik 
 
Hasil perhitungan menggunakan Mulitple Attribute 
menghasilkan perlakuan terbaik pada perlakuan penambahan 
KH2PO4 1,5%. Tabel 4.4 menunjukkanperlakuan terbaik 
diperoleh pada perlakuan dengan penambahan konsentrasi 
KH2PO41,5%. Nilai L1 0,12, L2 0,00 dan L~ 0,02. Diperoleh 
pH 2,96, kadar asam sitrat 38,4%, dan Total Gula Reduksi 
69,89 mg/g. Hal ini selaras dengan Papagianni (2007), pH 
yang rendah akan meminimalkan pembentukan asam organik 
yang tidak dikehendaki seperti asam oksalat dan glukonat. 
Penambahan KH2PO4mampu menghasilkan kadar asam sitrat 
menjadi 30,81 g/kg dibandingkan tanpa penambahan KH2PO4 
yang hanya mampu menghasilkan sebesar 15,84 g/kg. 
(Kareem and Rahman, 2013). Penurunan total gula reduksi 
menunjukkan bahwa gula reduksi menjadi faktor penting oleh 
Aspergillus niger sebagai sumber energi untuk melakukan 
metabolisme dalam proses fermentasi, yang nantinya akan 
berpengaruh terhadap kadar asam sitrat yang dihasilkan. 
Semakin banyak gula reduksi yang dapat dimanfaatkan oleh 
Aspergillus niger maka semakin tinggi pula asam sitrat yang 
dihasilkan.  
4.3 Analisis FTIR Spektrofotometer Perlakuan Terbaik 
Membuktikan bahwa hasil fermentasi kulit pisang raja 
dengan penambahan KH2PO4 mengandung asam sitrat, maka 
dilakukan karakterisasi serapan gugus fungsi asam sitrat 
menggunakan FTIR spektrofotometer. Hasil analisis FTIR 
spektrofotometer perlakuan terbaik (sampel A31) dapat dilihat 




Derajat Kerapatan Jarak kerapatan 
Perlakuan 







L1 L2 L~ 





0,5% 0,96 0,68 0,72 0,29 0,02 0,10 
1% 0,98 0,6 0,85 0,27 0,02 0,12 
1,5% 0,93 1,00 1,00 0,12 0,00 0,02 




Gambar 4.1 Hasil Analisis FTIR Spektofotometer 
Keterangan: Bilangan Gelombang (x) dan Transmitansi 
persen (y). 
 
Sebagai perbandingan, berikut adalah spektrum IR 
asam sitrat dapat dilihat pada gambar 4.2. 
 
Gambar 4.2 Spektrum Infrared asam sitrat (Ouyang and Deng, 
2003) 




Hasil FTIR spektrofotometer menghasilkan 15 pita serapan. 
Tabel gugus fungsional absorpsi FTIR Spektofotometer dapat 
dilihat pada (Lampiran 7)  Tabulasi pita serapan dan gugus 
fungsi dapat dilihat pada Tabel 4.5. 









1 3422,25 3400-2400 O-H  Alkohol (Asam Karboksilat) 
2 2934,29 3000-2850 C-H  Alkana 
3 1721,15 1740-1720 C=O  Aldehid Aromatik 
4 1701,86 1725-1700 C=O Asam Karboksilat 
5 1640,14 1680-1600 C=C  Alkena 
6 1453,06 1460-1375 CH3Metil 
7 1404,84 1460-1375 CH3Metil 
8 1314,2 1390-1300 [-C-NO2]  Nitroaromatik 
9 1279,48 1300-1000 
C-O  Alkohol, Eter, Ester, Asam 
Karboksilat, Anhidra 
10 1231,26 1300-1000 
C-O  Alkohol, Eter, Ester, Asam 
Karboksilat, Anhidra 
11 1105,9 1300-1000 
C-O  Alkohol, Eter, Ester, Asam 
Karboksilat, Anhidra 
12 1080,83 1300-1000 
C-O  Alkohol, Eter, Ester, Asam 
Karboksilat, Anhidra 
13 957,39 960-690 Aromatik 
14 722,09 785-540 C-X  Klorida 
15 504,15 785-540 C-X  Klorida 
*Sumber: Donald, dkk, 2015 
Berdasarkan spektra IR (Gambar 4.1) maka diduga 
hasil fermentasi mengandung asam sitrat, karena 
menunjukkan adanya gugus fungsional OH pada panjang 
gelombang 3422,25 cm-1. Gugus OH tersebut adalah alkohol 
dari golongan asam karboksilat. Diperkuat dengan gugus C=O 
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yang merupakan gugus karbonil, terlihat padabroad spektrum 
panjang gelombang 1701,86cm-1. Menurut Moreira dan 
Santos (2005), spektrum gugus C=O asam karboksilat pada 
senyawa asam sitrat hasil fermentasi berada pada panjang 
gelombang 1600-1750 cm-1. Selain itu, serapan dengan 
intensitas kuat dan merenggang pada bilangan gelombang 
1279,48 cm-1, 1231,26 cm-1, 1105,90 cm-1 dan 1080,83 cm-1 
menghasilkan gugus C-O yang didalamnya mengandung 
asam karboksilat. Hal ini selaras dengan Manfaati (2011), 
bahwa biosintesis asam sitrat terjadi pada siklus TCA 
(tricarboxylic acid). Asam sitrat mempunyai struktur yang 
dibentuk dari atom C, O, dan H (Carlos et al., 2006). Menurut 








KESIMPULAN DAN SARAN 
1.1 Kesimpulan 
Berdasarkan hasil pengamatan yang diperoleh selama 
penelitian, maka dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:  
1. Hasil penelitian menunjukkan bahwa limbah kulit pisang 
raja dapat digunakan sebagai substrat media fermentasi 
asam sitrat. Penambahan KH2PO4 pada fermentasi 
tersebut memberikan pengaruh nyata dan berkorelasi 
positif dengan parameter pH, kadar asam sitrat dan total 
gula reduksi.  
2. Penambahan konsentrasi KH2PO4 1,5% pada substrat 
kulit pisang raja untuk Aspergillus niger dalam fermentasi 
asam sitrat selama 7 hari menghasilkan kadar asam sitrat 
tertinggi yaitu sebesar 38,4% dengan pH 2,96 dan total 
gula reduksi terendah 36,47 mg/g. Hal tersebut diperkuat 




Berdasarkan hasil pengamatan yang diperoleh selama 
penelitian, maka dapat diambil saran sebagai berikut: 
1. Proses pemurnian asam sitrat yang dihasilkan perlu 
dilakukan pada penelitian selanjutnya, sehingga analisa 
asam sitrat lebih akurat, 
2. Melakukan optimasi fermentasi asam sitrat dari kulit 
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